® BUNDESREPUBLIK <§) Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND Q£ 1 96 1 9 255 A 1 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



(5T) Aktenzeichen: 
(2) Anmeldetag: 
(§) Offenlegungstag: 



196 19 255.2 
13. 5.96 
28. 11.96 



© Int. Cl. a : 

C 07 K 7/08 

C 07 K 7/08 
A 61 K 38/08 
A 61 K 38/10 
C12N 5/08 
G 01 N 33/53 



1A 
Lf> 
CM 
O) 

CD 
O) 



LU 

o 



(5) Innere Prioritat: (§)(§) © 


{§) Erfinder: 


17.05.95 DE 195181190 


gleich Anmelder 


© Anmelder: 




Link, Hartmut, Prof. Dr., 30625 Hannover, DE; 
Khattab, Barbara, Dr., 30625 Hannover, DE 




©Vertreter: 




Patentanwalte Dr. Boeters, Bauer, Dr. Meyer, 81541 
Munchen 





(5) Hexadekameres Peptid, Vakzine, Hersteliungsverfahren und Verwendung 

(§7) Die Erfindung betrifft die identifizierung des Peptides 
C47-6 vom Matrixprotein pp65 (HCMV pp65) des hum an en 
Cytomegalievirus (HCMV) ais Immunogen und beinhaltet 
den Einsatz des Peptides C47-6 oder Teiisequenzen vom 
Peptid C47-6 in einem Impfstoff gegen HCMV, den Einsatz 
bei einer adoptiven Immuntherapie der HCMV-lnfektlon oder 
zur diagnostischen Bestimmung der HCMV-spezifischen 
Immunreaktivitat. 



HLA-Haplotyp von Spender Nr. 1: A 1,3; B 8,35; DR 1,3; DQ 1,2 
CPM xlO 3 (Mittehverte) 




PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 PU C47 K CMV 

Peptide PI - PI 1 (50 nf/ml) von <k»r C47 Soquecx, C47 (5 pg/ml), K - IControllo, CMV 



m 
csi 

o 



1U 
Q 



Die folgenden Angaben »Ind den vom Anmelder elngerelchten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKERE1 10.99 602 048/437 



11/29 



BNSDOCID: <DE_19619255A1_I_> 



DE 196 19 255 Al 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Identifizierung des Peptides C47-6 des Matrixproteins pp65 vom humanen Cytome- 
galievirus als Immunogen zum Einsatz in einem Impfstoff gegen HCMV, zum Einsatz bei einer adoptiven 
Immuntherapie der HCMV-Infektion oder zur diagnostischen Bestimmung der HCMV-spezifischen Immunre- 
aktivitat 
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1.1. Stand der Forschung 

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist ein in unserer Bevolkerung weit verbreitetes Virus. Bis zu einem 
Lebensalter von 30 Jahren hat sich fast jedes zweite Individuum mit diesem Virus infiziert Bei gesunden, in der 
Immunabwehr kompetenten Individuen verlauft die primare HCMV-Infektion in der Kegel asymptomatisch und 
bleibt daher meistens unerkannt Die HCMV-Infektion hat jedoch eine groBe Bedeutung fur Menschen mit 
kompromittierter Immunitatslage wie z. B. im Laufe einer immunsuppressiven Therapie nach Organ- oder 
Knochenmarktransplantation, bei Tumor- und Leukamiepatienten, Polytransfundierten sowie AIDS-Patienten. 
Weiterhin stellt die HCMV-Infektion eine grofie Gefahr fur den Embryo oder Fotus durch die physiologisch 
bedingte Immunsuppression von Schwangeren als auch fur Neugeborene, deren Immunsystem bei Geburt noch 
nicht vollstandig differenziert ist, dar. Die Haufigkeit einer pranatalen oder kongenitalen Infektion betragt 
weltweit durchschnittlich 1 %. Auch Fehlgeburten im ersten Trimester sind auf HCMV-Inf ektionen zuruckzufuh- 
ren. Ob sie aber vermehrt bei HCMV-infizierten Schwangeren im Vergleich zu nicht-HCMV-infizierten 
Schwangeren auftreten, wird strittig diskutiert (1). Ein Impfstoff gegen das humane Cytomegalievirus ist zur Zeit 
noch nicht verfugbar. 

Fur eine protektive Immunantwort gegen das humane Cytomegalievirus wird vornehmlich die HCMV-spezi- 
fische zellulare Immunantwort der humoralen Immunantwort ubergeordnet (2,3,4). Sowohl HCMV-spezifische 
CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+ CTL) als auch CD4+ T-Helfer-Zellen (CD4 + Th) sind die essentiel- 
len Ef f ektorzellen (5, 6)i 

Nach heutigem allgemeinen Wissensstand ist die antigenspezifische zellulare Immunantwort dichotom aufge- 
gliedert: 

A. CD4 + T-Helfer-Zellen (Th) erkennen spezifisch ein Antigen- Epitop, das ihnen in Assoziation mit HLA 
(human leucocyte antigen) KJasse II-Molekulen auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen prasen- 
tiert wird, und werden zur Proliferation stimuliert Sie unterstutzen folgende Funktionen: 1. die Generie- 
mng antigenspezifischer CD8 + zytotoxischer T-Zellen (CTLX 2. die Generierung antigenspezifischer B-Zel- 
len der humoralen Immunantwort fur die Produktioa von spezifischen Antikdrpern, 3. die Produktion 
antiviraler Zytokine. 4. Fur einige Antigene wie z. B. das Masern virus sind auch spezifische, HLA KJasse II 
restringierte CD4 + CTL beschrieben worden, die virusinfizierte Zellen lysieren konnen (7). 

B. CD8 + zytotoxische T-Zellen (CTL) erkennen spezifisch ein Antigen- Epitop, das ihnen in Assoziation mit 
HLA Klasse I-Molekulen auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen prasentiert wird und lysieren 
direkt virusinfizierte Zellen. 

CD4 + T-Helfer-Zellen als auchCD8 + CTL werden aus peripheren mononuklearen Blutzellen gewonnen. 

Kurze, lineare Peptide, die als Antigene den antigenprasentierenden Zellen exogen hinzugefugt werden, 
konnen direkt an unbesetzte Stellen von HLA-Molekulen sowohl der Klasse I als auch der KJasse II binden und 
somit T-Zellen aktivieren. Die Mehrzahl von Peptiden, die mit HLA Klasse I-Molekulen assoziieren, ist in der 
Regel 8 bis 10 Aminosauren lang. Peptide, die mit HLA Klasse II-Molekulen assoziieren, haben in der Regel eine 
Lange von 10 bis 34 Aminosauren (8> 

Es sind verschiedene HCMV-Proteine identifiziert worden, die als Antigene fur die zellulare Immunantwort 
gegen HCMV verantwortlich gemacht wurden. Die viralen Regulatorproteine immediate early-Antigen 1 
>UL123] und 2 [pUL122] (9,10,11,12), das MHC-Klasse-I-Homolog [gpULlg] (12^ die Glycoproteine gB 
;gpUL55] (13,14,15, 16, 17) und gH [gpUL75] (18) sowie die internen Strukturproteine der Virusmatrix pp71 
j>pUL82] (12) und pp65 [ppUL83] (18,19^0) konnten eine Proliferation peripherer mononuklearer Blutzellen 
oder vonCD4 + TH-Zell-Linien im Lymphozytenproliferationstest stimulieren. Eine spezifische CD8 + CTL-Ant- 
wort ist bislang fur die Proteine pp65 [ppUL83] (21^2^3), ppl50 [ppUL132] (21), immediate early-Antigen 1 
[pUL123] (9, 10,21), gB [gpUL55] (15) und das MHC-Klasse-I-Homolog [gpUL18] (24) beschrieben worden. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, immunogene Sequenzen von T-Zell-Epitopen innerhalb des Matrixprotetns 
pp65 (HCMV pp65) des humanen Cytomegalievirus (HCMV), die eine Proliferation von peripheren mononu- 
klearen Blutzellen bewirken, zu identifizieren und auf einen minimalen Bereich einzugrenzen, urn die besagten 
immunogenen Sequenzen von T-Zeil-Epitopen in HCMV pp65 als hochspezifische Komponenten in einem 
Impfstoff gegen das humane Cytomegalievirus oder im Sinne einer adoptiven Immuntherapie zur Expansion 
epitopspezifischer T-Zellen zur Prevention von HCMV-Infektionen oder zur diagnostischen Bestimmung der 
HCMV-spezifischen Immunreaktivitat einzusetzen. Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Anspruche 
geldst 

Die Gegenstande der Erfindung betreffen bzw. sind gerichtet auf 

1. auf den therapeutischen und diagnostischen Einsatz des Peptides C47-6 vom Matrixprotein pp65 des 
humanen Cytomegalievirus (HCMV) mit folgenden Eigenschaften: 

1.1. Molekalart: Peptid von HCMV pp65-Protein, 

\2. Grob-Lokaiisation: im C-terminalen Bereich innerhalb des HCMV pp65-Proteins, Staram AD169 
(Aminosaure 1 bis einschlieBIich Aminosaure 561) im Sequenzbereich ab Aminosaure 477 bis ein- 
schlieBIich Aminosaure 561 des HCMV pp65-Subfragmentproteins C47 (Aminosaure 389 bis ein- 
schlieBIich Aminosaure 561 \ der nicht von den HCMV pp65-Subfragmentproteinen C74 (ab Amino- 
saure 297 bis einschlieBIich Aminosaure 458) und C35 (ab Aminosaure 303 bis einschlieBIich Aminosau- 
re 476) abgedeckt wird, 

13. Fein-Lokalisation: Das Protein pp65 von HCMV (Stamm AD 169) ist 561 Aminosauren lang. Die 
Arninosauresequenz des immunogenen Peptides C47-6 innerhalb von pp€5 beginnt einschlieBIich ab 
Aminosaure 509 und endet mit einschlieBIich Aminosaure 524, 

1 .4. chemische Natur des Fragmentes: Peptid, aus Aminosauren zusammengesetzt, 

1.5. Lange: 16 Aminosauren, 

1.6. Funktion: induziert die HCMV-spezifische Proliferation von peripheren mononuklearen Blutzellen 
(PBMQ, 

1.7. Identifizierung der Sequenz und Funktion: experimentell wie beschrieben, 

1.8. Auflistung der Arninosauresequenz des Peptides C47-6 (ab Aminosaure 509 bis einschlieBIich 
Arninsoaure 524) im 1-Buchstaben-Code: 

KYCEFFWDANDIYRIF 

Z auf einen Impfstoff (Vakzine) gegen das humane Cytomegalievirus, in dem die Sequenz des Peptides 
C47-6 aus Anspruch 1 enthalten ist und als Immunogen eingesetzt wird, urn die Proliferation humaner 
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peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) zu induzieren, 

3. auf einen Impfstoff (Vakzine) gegen das humane Cytomegalievirus, in dem Teilsequenzen des Peptides 
C47-6 aus Anspruch 1 enthalten sind, die als Immunogene eingesetzt werden, um die Proliferation humaner 
peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) zu induzieren, 
5 4. auf die Zusammensetzung eines Impfstoffes (Vakzine) gegen das humane Cytomegalievirus nach An- 

spruch U 2. und 3. ffir Individuen mit den HLA-Klasse I und II Haplotypen: HLA-A1, HLA-B8, HLA-DR3 
und HLA-DQ2, 

5. auf die ex vivo AnzGchtung und Expansion HCMV-spezifischer T-Zellen aus mononuklearen Zellen von 
allogenen oder autologen Spendern mit der Sequenz des Peptides C47-6 oder Teilsequenzen des Peptides 

io C47-6 aus Anspruch U 2, 3. und 4. als Immunogen, um Peptid C47-6-spezifische T-Zellen im Sinne einer 
adoptiven Immuntherapie einer HCMV-Infektion einzusetzen, 

6. auf die Zusammensetzung eines Immunogens fur die adoptive Immuntherapie einer HCMV-Infektion 
nach Anspruch 1, 2, 3, 4. und 5. bei Individuen mit den HLA-Klasse I und II Haplotypen: HLA-A1, HLA-B8, 
HLA-DR3 und HLA-DQ2. 

15 7. auf den diagnostischen Einsatz des Peptides C47-6 oder Teilsequenzen des Peptides C47-6 zur Bestim- 

mung der HCMV-spezifischen Immunreaktivitat 

Nachstehend wird die Erfindung beispielhaft naher erlautert: 
Tabelle 2 zeigt eine spezifische Stimulation von peripheren mononuklearen Blutzellen durch Peptid C47-6 bei 
20 den Spendern Nr. 1, 2 und 3 (Auflistung der cpm-Mittelwerte von mit den Peptiden C47-1 bis C47-1 1 behandel- 
ten Kulturen, Mediumkontrolle und HCMV-stimulierten Kulturen); 

Abb. 1 zeigt eine graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von PBMC durch Peptid C47-6 bei 
Spender Nr. 1; 

Abb. 2 zeigt eine graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von PBMC durch Peptid C47-6 bei 
25 Spender Nr. 2; 

Abb. 3 zeigt eine graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von PBMC durch Peptid C47-6 bei 
Spender Nr. 3 und 

Tabelle 3 zeigt die HLA-Haplotypassoziation der spezifischen Stimulation von PBMC durch Peptid C47-6 
(Auflistung der HLA-Haploytpen von reagierenden Spendern mit Stimulationsindizes HCMV- und Peptid C47-6 
30 stimulierter Kulturen). 

2.1. Material und Methoden 
Zl.l Zellisolierung von Blutspendern 

35 

Die Isolierung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) erfolgte aus buffy coats von gesunden, 
HLA-typisierten, 9 HCMV-seropositiven und 2 HCMV-seronegativen Blutspendern uber Dichtegradientenzen- 
trifugation mit Ficoll (Biochrom, Berlin). Nach der Isolierung wurden die PBMC in Kulturmedium, zusammenge- 
setzt aus RPMI 1640(Gibco BRL, EggensteinX 10% humanes HCMV-seronegatives AB-Serum, 2mM L-Gluta- 
40 min, Penicillin und Streptomycin, resuspendiert. 

2.1.2 Antigene 

2.1.2.1 Rekombinante HCMV pp65-Subfragmentproteine C74, C35 und C47 

45 

Als Antigene zur Groblokalisation vonT-Zell-Epitopen innerhalb des Matrixproteins pp65 (Aminosaure 1 — 
561) des humanen Cytomegalievirus wurden die drei rekombinant in Escherichia coli produzierten, an (*-GaIak- 
tosidase gebundenen HCMV pp65-Subfragmentproteine C74 (Aminosaure 297 — Aminosaure 458 vom Ge- 
samtprotein pp65), C35 (Aminosaure 303 — Aminosaure 476 vom Gesamtprotein pp65) und C47 (Aminosaure 

so 389 — Aminosaure 561 vom Gesamtprotein pp65) eingesetzt Als Negativkontrolle diente P-Galaktosidase vom 
Klonierungsvektor PEXStuI ohne HCMV-Insert Diese rekombinanten Proteine wurden von Dr. Werner Lin- 
denmaier, Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH f Braunschweig zur Verfugung gestellt Die Ex- 
pression und Produktion in Escherichia coli sowie die gelchromatographische Aufreinigung der drei HCMV 
pp65-Subfragmentproteine C74, C35, C47 und des Kontrollproteins P-Galaktosidase erfolgte nach Lindenmaier, 

55 W. et aL ((25X Archives of Virology 1 13, 1 — 16, 1990). In Folge wurden die Fraktionen durch Gelelektrophorese 
analysiert, HCMV pp65-Subfragmentprotein enthaltende Fraktionen gepoolt und die Proteinkonzentration 
bestimmt 

Hexadecapeptide, abgeleitet aus der Aminosauresequenz des HCMV pp65-Subfragmentproteins C47 

60 

Um die Aminosauresequenz innerhalb des HCMV pp65-Subfragmentproteins C47, die eine Proliferation 
peripherer mononuklearer Blutzellen HCMV-seropositiver Blutspender induzierte, naher einzugrenzen, wurden 
10 je 8 Aminosauren (= aa) mit dem folgenden Peptid uberlappende Hexadecapeptide (C47-1 bis C47-10 : 1. aa 
469 — aa484;2.aa477 — aa492; 3. aa485 — aa500;4. aa493 — 508; 5. aa501 — aa516;6.aa509 — aa524;7.aa517 
es — aa532;8.aa525 — aa 540; 9. aa 533 — aa 548; 10. aa541 — aa556)undeinTridecapeptid(C47-l l:aa549 — aa 
561X das eine 8 Aminosauren uberlappende Sequenz mit dem vorhergehenden Peptid C47-10 besitzt, aus der 
Gesamtsequenz des HCMV pp65-Proteins (aa 1 — aa 561) abgeleitet und synthetisch hergestellt Der Anfang 
von Peptid C47-1 wurde derartig gewahlt, daB die ersten 8 Aminosauren (aa 469 — aa 476) vor dem Beginn der 

4 
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ausschlieBlich vom HCMV pp65-Subfragmentprotein C47 abgedeckten Sequenz, beginnend ab aa 477, liegen. 

Die Peptide wurden chemisch mit einem AMS 222 Multiple Synthesiser (ABIMED Analysen-Technik, Lan- 
genfeld) nach einem standardisierten Fraoc/tert-Butyl-Verfahren durch Aktivierung mit TBTU/NMM (O-ben- 
zotriazolyl-NXN\N'-Tetramemyluronhim Terafluoroborat/N-methyl-Morpholin) auf Tentagel-SAC Resin 
(Rapp Polymere, Tubingen) von Ronald Frank, Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH, Braun- 5 
schweig synthetisiert Foigend wurden die Peptidketten entschutzt und vom Resin mit Trifluoressigsaure 
(TFA)/2% Triisobutylsiian und 3% H2O gespalten. Die Prazipitation erfolgte in kaltem Ather. Die Rohpeptide 
wurden durch praparative HPLC mit einer Reversed-phase Cis-Sauie gereinigt, wobei ein Acetonitril/Wasser- 
Gradient mit 0,1 % TFA eingesetzt wurde. Der Peptid-Gehalt der Fraktionen wurde durch anaiytische Reversed- 
phase HPLC und mit Laserdesorptionmassenspektrometrie (MALDI-MS) analysiert Reine Peptidfraktionen 10 
wurden gepoolt, konzentriert und lyophilisiert 

AnschlieBend wurden die Peptide mit einer Stammkonzentration von 2 mg/mJ in PBS (Phosphat-gepufferte 
Kochsalzldsung) geldst 

2.1.23 HCMV-Antigen 15 

Als Positivkontrolle wurde HCMV-Gesamtantigen, Stamm AD169 des humanen Cytomegalievirus eingesetzt 
Hierfur wurden subkonfluente Monolayer von diploiden MRC-5-Fibroblasten mit dem Stamm HCMV AD 169 
infiziert, bis ein zytopathischer Effekt von 100% zu beobachten war. Die infizierten Zellen wurden gewaschen, in 
RPMI ohne Serum aufgenommen und zum ZellaufschluB drei Mai eingefroren und aufgetaut Das Lysat wurde 20 
zentrifugiert (5000 x g, 20 min, 40° C) und der resultierende Virus- Oberstand in Aliquots bei 700°C gelagert Vor 
dem Einsatz im Lymphozytenproliferationstest wurde der in Folge als HCMV-Gesamtantigen benannte Virus- 
Qberstand bei 600° C iiber 45 min inaktiviert Je nach Viruspraparation erfolgten weitere Verdunnungen von 
HCMV-Gesamtantigen bis 1:10. 

25 

2.13. Lymphozytenproliferationstest 

Fur den Lymphozytenproliferationstest wurden 1 x 10 5 periphere mononukleare Blutzellen (PBMQ/lOOul 
Kulturmedium pro Loch in einer 96-Loch-Rundbodenkulturplatte (NUNC Wiesbaden, F.R.G.) ausgesat und 
100 \i\ Kulturmedium mit den HCMV pp65-Subfragmentproteinen C74, C35 und C47 bzw. den Hexadecapepti- 30 
den C47-1 bis C47-11 als Antigenen zugefugt Die Konzentration fur die HCMV pp65-Subfragmentproteine 
(MG: pp65 C74 - 137 kD, pp65-C35 - 138 kD, pp65-C47 = 137 kD) lag bei 5 ug/ml Kulturmedium, fur die 
Hexadecapeptide bei 50 ug/ml Kulturmedium. Es wurden drei NegativkontroIIen angelegt: Negativkontrolie L 
= PBMC + 100 uJ Kulturmedium ohne Antigenzusatz; Negativkontrolie II. fur die HCMV pp65-Subfragment- 
proteine = PBMC + 100 \i\ Kulturmedium mit 5 ug/ml p-Galaktosidase aus Escherichia coli mit Klonierungs- 35 
vektor ohne HCMV- Insert; Negativkontroile III. fur die Hexadecapeptide = PBMC + 100 ul Kulturmedium 
mit einem 50 ug/ml entsprechenden Volumen PBS. Als Positivkontrolle wurde HCMV-Gesamtantigen einge- 
setzt Fur jede dieser beschriebenen Behandlungsarten wurden Triplikat- bis Pentaplikatansatze angelegt Die 
PBMC wurden bei 370°C, 95% Luf tfeuchtigkeit und 5% C0 2 -Begasung uber 6 Tage kultiviert und in den ietzten 
18 Stunden pro Loch mit 1 MCi PH]-Methylmyimdin/50 ui Kulturmedium ohne Serumzusatz inkubiert 40 
(AMERSHAM, Braunschweig). Nach dem Einbau von PH]-Methylthymidin in Gesamt-DNA proliferierender 
Zellen erfolgte die Ernte auf Glasfaserfilter und eine Flussigkeitsszintillationszahlung der counts pro Minute im 
P-Counter. 

Der Einbau von PH>Methylthymidin als counts pro Minute (cpm) wurde wie folgt angegeben: entweder sind 
die Mittelwerte der cpm ± Standardfehler (SEM) angegeben oder es erfolgte die Berechnung der Stimulations- 45 
indizes (SI) ausgedruckt als Verhaltnis der cpm-Mittelwerte von PBMC-Kulturen rait Antigen- Behandlung zu 
den cpm-Mittelwerten unbehandelter Kontrollkulturen. 

Z2, Eigene Ergebnisse 

so 

22.1. Spezifische Stimulation peripherer mononuklearer Blutzellen gesunder, HCMV-seropositiver Blutspender 

durch das HCMV pp65-Subfragmentprotein C47 

Die antigenspezifische Erkennung durch Inkubation von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) von 
1 1 gesunden Blutspendern mit den HCMV pp65-Subfragmentproteinen C74, C35 und C47 sowie dem Kontroli- 55 
protein p-Galaktosidase (P-gal) vom Klonierungsvektor PEXStuI ohne HCMV-Insert wurde im Lymphozyten- 
proliferationstest mittels Einbau von PH>Methylthymidin in die Gesamt-DNA proliferierender peripherer 
mononuklearer Blutzellen getestet (Tabelle 1). 

Von diesen 11 gesunden Spendern waren 9 HCMV-seropositiv und 2 HCMV-seronegativ. Bei 7 von 9 
HCMV-seropositiven und 2 von 2 HCMV-seronegativen Spendern konnten die Haplotypen der HLA-Klasse I eo 
determiniert werden. Hierbei differierten die Haplotypen der HLA-Klasse L Bei 8 von 9 HCMV-seropositiven 
und 2 von 2 HCMV-seronegativen Spendern konnten die Haplotypen der HLA KJasse II determiniert werden- 8 
von 9 HCMV-seropositiven und 2 von 2 HCMV-seronegativen Individuen exprimierten gemeinsam die Super- 
spezifitat HLA-DR3 und die Superspezifitat HLA-DQZ 

Die Untersuchungen ergaben, daB bei 6 von 9 HCMV-seropositiven Spendern (Nr. 1 — 6) das HCMV 65 
pp65-Subfragmentprotein C47 eine spezifische Stimulation der Proliferation peripherer mononuklearer Zellen 
induziert Der Medianwert der Stimuiationsindizes dieser 6 auf das HCMV pp65-Subfragmentprotetn C47 
reagierenden Individuen lag bei 13,6 (maximal: 673 und minimal: 3,6). Die zwei weiteren HCMV pp65-Subfrag- 

5 
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mentproteine C74 und C35 konnten bei den Spendern Nr. 1 — 6 keine Proliferation von PBMC induzieren. Die 
PBMC von 3 von 9 HCMV-seropositiven (Nr. 7 — 9) und 2 von 2 HCMV-seronegativen Spendern (Nr. 10 — 11) 
wurden von keinem der drei HCMV pp65-Subfragmentproteine stimuliert Zwei von diesen 3 Individuen (Nr. 7 
und 8) wiesen jedoch eine HCMV-spezifische Stimulation gegen HCMV-Gesamtantigen auf und einer dieser 
5 drei Spender reagierte weder auf HCMV-Gesamtantigen noch auf die drei HCMV pp65-Subfragmentproteine. 
Als Negativkontrolle reagierten 2 HCMV-seronegative Individuen (Nr. 10 und 11) weder auf die drei HCMV 
pp65-Subfragmentproteine noch auf das HCMV-Gesamtantigen. 

Daraus wird gefolgert, daB von peripheren mononuklearen Blutzellen HLA-DR3/DQ2 exprimierender, 
HCMV-seropositiver Blutspender eine Aminosauresequenz innerhalb des HCMV pp65-Subfragmentproteins 

io C47 erkannt wird und diese Zellen dadurch zur Proliferation stimuliert werden. Diese Aminosauresequenz liegt 
innerhalb des Bereiches des HCMV pp65-Subfragmentproteins C47 (ab Aminosaure 477 bis einschlieBlich 
Aminosaure 561), der sich nicht mit den zwei weiteren HCMV pp65-Subfragmentproteinen C74 (ab Aminosaure 
297 bis einschlieBlich Aminosaure 458) und C35 (ab Aminosaure 303 bis einschlieBlich Aminosaure 476) uber- 
schneidet Die beiden HCMV pp65-Subf ragmentproteine C74 und C35 konnten keine Stimulation der Prolif era- 

15 tion induzieren. Somit wurde die Groblokalisation eines T-Zeii-Epitopes innerhalb des HCMV pp65-Subfrag- 
mentproteins C47 durchgefuhrt 

222. Spezifische Stimulation peripherer mononuklearer Blutzellen gesunder, HCMV-seropositiver Blutspender 
durch synthetisch hergestellte, aus der Aminosauresequenz vora HCMV pp65-Subfragmentprotein C47 
20 abgeleiteter Peptide 

Die antigenspezifische Erkennung durch Inkubation von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) von 
gesunden Biutspendern mit den Peptiden C47-1 bis C47-1 1 wurde wiederum im Lymphozytenproliferationstest 
mittels Einbau von PH]-Methylthyrnidin in Gesamt-DN A proliferierender peripherer mononuklearer Blutzellen 
25 untersucht 

In Tabelle 2 wurde die erfindungsgemaBe Wirkung derart gezeigt, daB PBMC von drei HCMV-seropositiven 
Spendern (Nr. l f Nr. 2 und Nr. 3) durch das Peptid C47-6 spezifisch und significant zur Proliferation stimuliert 
wurden. Es ergab sich abh&ngig vom Individuum ein Stimulationsindex von 6,0 fur Spender Nr. 1, ein Stimula- 
tionsindex von 74,6 fur Spender Nr. 2 und ein Stimulationsindex von 20,1 fur Spender Nr3. Die dem Peptid C47-6 
30 benachbarten und mit diesem je 8 Aminosauren uberlappenden Peptide C47-5 und C47-7 wie auch die Peptide 
C47-1, -2, -3, -4, -8 f -9, -10, -11 konnten keine signifikante Stimulation der Proliferation von PBMC der drei 
Spender induzieren. Abb. 1 zeigt die graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von PBMC durch 
Peptid C47-6 bei Spender Nr. 1, Abb. 2 die graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von PBMC 
durch Peptid C47-6 bei Spender Nr. 2 und Abb. 3 die graphische Darstellung der spezifischen Stimulation von 
35 PBMC durch Peptid C47-6 bei Spender Nr. 3. 

ErfindungsgemaB wurde somit die immunogene Sequenz eines T-Zell-Epitopes innerhalb des pp65-Proteins 
von HCMV durch die spezifische Stimulation peripherer mononuklearer Blutzellen gesunder, HCMV-seroposi- 
tiver Spender mit dem Peptid C47-6 identifiziert und auf eine kleine Sequenz von 16 Aminosauren beginnend ab 
Aminosaure 509 bis einschlieBlich Aminosaure 524 vom pp65-Protein des humanen Cytomegalievirus einge- 



ErfindungsgemaB wurde weiterhin in Tabelle 3 gezeigt, daB drei auf das Peptid C47-6 reagierende Spender Nr. 
U 2 und 3 folgende gemeinsame HLA-Haplotypmerkmale aufweisen: HLA-A1, HLA-B8, HLA-DR3 und HLA- 
DQ2. Der HCMV-seronegative Spender Nr. 1 1 wies keine Stimulation sowohl durch HCMV-Gesamtantigen als 
auch durch Peptid C47-6 auf. 
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Tabelle 2 

Spezifische Stimulation peripherer mononuklearer Blutzellen durch Peptid C47-6 bei den Spendern Nn 1, 2 und 

3 

5 





Antigen 


Stimulation: Mittelwerte der cpm ± Standardfebler 


10 




Spender Nr.l 


Spender Nr.2 


Spender Nr.3 




Peptid C47-1 




4715 




1652 




2938 




(50 /tg/ml) 


± 


1470 


+ 


617 


+ 


255 


15 


Peptid C47-2 




6532 




1707 




2667 




(50 fig/ml) 


± 


1354 


+ 


317 


+ 


125 


20 


Peptid C47-3 




2705 




1388 




2293 




(50 /ig/ml) 


± 


547 


± 


203 








Peptid C47-4 




2828 




1510 




4034 


25 


(50 Mg/ml) 


± 


271 


+ 


117 


+ 


394 




Peptid C47-5 




1645 




1378 




3674 


30 


(50 pg/ml) 


± 


152 


± 


128 


± 


955 


Peptid C47-6 




32631 




135243 




82937 




(50 Mg/ml) 


± 


6236 


± 


3680 


± 


14433 


35 


Peotid C47-7 




13797 




2407 




11977 




(50 Mg/ml) 


± 


2926 


+ 


551 


+ 


3353 




Peptid C47-8 




2286 




1378 




3863 


40 


(50 /xg/ml) 


+ 


365 


± 


128 


+ 


1053 




Peptid C47-9 




4837 




691 




2519 


45 


(50 /ig/ml) 


± 


2280 


+ 


44 


+ 


232 


Peptid C47-10 




4861 




1637 




3624 




(50 /ig/ml) 






i 

± 


56 


± 


852 


50 


Peptid C47-11 




3738 




1231 




5554 




(50 /zg/ml) 


± 


638 


+ 


110 


+ 


1496 




Subfragmentproteia 




15887 




89388 




25368 


55 


C47 (5 jig/ml) 






± 


9658 


± 


3401 




Mediumkontroile 




5420 




1812 




4118 


60 
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1057 
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44 
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697 
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15769 




41313 




35152 
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Tabelle 3 



HLA-Haplotypassoziation der spezifischen Stimulation von peripheren mononuklearen Blutzellen durch Peptid 

C47-6(12,5 jig/ml) 



SDender 
Nr. 


HCMV- 
Serostatus 


HLA-Haplotypen 


Stimulationindizes 
von 


A 


B 


DR 


DQ 


HCMV 


Peptid 
C47-6 


1 


+ 


1,3 


8,35 


1,3 


1,2 


14.2 


18.8 s 


2 


+ 


1,3 


8,49 


3,4 


2,8 


24.5 


75.1 


3 


+ 


1,26 


8,27 


1,3 


1,2 


19.6 


28.2 


11 




1,2 


7,60 


2,3 


1,2 


0.6 


1.3 



Patentanspruche 25 

1. Hexadekameres Peptid der folgenden Sequenz: 
KYCEFFWDANDTYRIF 

30 

oder ein Teil desselben (Teilpeptid), wobei dem Teilpeptid gegenuber dem Peptid C-terminal oder N-termi- 
nal 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Aminosauren oder unter Deletion des C-Terminus und des N-Terminos insgesamt 
1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Aminosauren fehlen konnen. 

2. Vakzine gegen das Human-Cytomegalievirus (HCMV), gekennzeichnet durch einen Gehalt an dem 
Peptid und/oder einem Teil desselben (Teilpeptid) gemaB Anspruch 1. 35 

3. Vakzine nach Anspruch 2 fur Individuen mit den HLA-KJassen I und II (Haplotypen HLA-A1, HLA-B8, 
HLA-DR3 und HLA-DQ2). 

4. Verwendung eines Peptids oder Teilpeptids gemaB Anspruch 1 zur Gewinnung von T-Zellen, die durch 
das Peptid und/oder Teilpeptid spezifisch vermehrt werden, dadurch gekennzeichnet, daB man 

— mononukieare Zellen von allogenen oder autologen Spendern einsetzt, 40 

— daraus T- Zellen mit dem Peptid und/oder Teilpeptid stimuliert, 

— danach T-Zellen anzuchtet und vermehrt, die fur das Peptid und/oder Teilpeptid spezifisch sind, 

— T- Zellen gewinnt die fur das Peptid und/oder Teilpeptid spezifisch sind, und 

— ggf. die gewonnenen T-Zellen im Sinne einer adoptiven Immuntherapie einer HCMV-Infektion 
einsetzt 45 

5. Ex-vivo- Verwendung eines Peptids und/oder Teilpeptids gemaB einem der Anspruche 1 oder 2 zur 
diagnostischen Bestimmung einer HCMV-spezifischen Immunreaktivitat 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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